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4643 at 3-4 x 108 cells per ml, where the grown biomass contains 
a total of 

4.25-8.4 x 109 cells per ml and has pH 7.5-8.5. 
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fixing nitrogen in the air and converting insoluble phosphate 
compounds into 
water-soluble phosphate. 
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from 36-38 deg. 

C, and effective throughout the whole growing season of the 
plants. Nitrogen 

compounds are formed around the roots of the plants and directly 
absorbed, so 

that they are not leached from the soil to cause environmental 
contamination. 

The need to apply artificial nitrogen and phosphorus fertilizers is 
eliminated. 
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MELANGE DE MICROORGANISM ES, DESTINE A LA FIXATION DE L'AZOTE DE L'AIR ET A 
L AUGMENTATION DE LA SOLUBILITE DE COMPOSES DU PHOSPHORE DANS L'EAU, ET SON PROCEDE 
DE PREPARATION. 

L'invention conceme un procede de preparation d'un 
melange de microorganismes destine a la fixation de I'azote 
(fair, et a ('augmentation de la solubilite de composes du 
phosphore. 

Ce procede est caracterise en ce que, par la fermenta- 
tion commune de deux souches de microorganismes au 
moins, dans un sol nutritif sans azote et contenant des com- 
poses du phosphore, on fait se multiplier les souches bac- 
teriennes Azotobacter croococcum CCM 4642 et 
Azospirillium brasiliense CCM 4644 pendant environ 22 
heures, a une temperature d'environ 28*C, puis la souche 
bacterienne Bacillus megatherium CCM 4643 est ajoutee et 
ellesfermentent ensemble pendant environ 44-46 heures, a 
une temperature d'environ 28*C, avec une aeration d'envi- 
ron 0, 6 litre d'air par litre de sol nutritif. 
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Melange de micr oorganismes , destine a la fixation de l'azote de l'air et 
a Tangmentation de la solubilite de composes du phosphore dans 
1'eau, et son procede de preparation. 

5 Domaine technique 

L'invention conceme un procede de preparation d'un melange de 
microorganismes destine a la fixation de l'azote de l'air et a l'augmentation 
de la solubilite de composes insolubles du phosphore contenus dans le sol. 
10 L'invention concerne egalement le melange en question. 

L'invention est importante du point de vue de la protection de 
l'environnement, grace a une action de metabiose des micro- 
organismes. 

15 Etat de la technique 

Au cours des dernieres decennies, ragriculture a utilise surtout des 
engrais artificiels azotes. Des rendements importants ont ete ainsi atteints. 
Si ces engrais n'ont pas ete combines avec de l'engrais de ferme, leur 
20 utilisation excessive a rendu le sol acide et la vie microbienne a ete 
etouffee ; le sol est devenu plus compact et les conditions d'eau et d'air du 
sol se sont aggravees. 

En outre, les nitrates nuisibles ont penetre dans les eaux 
souterraines. Le courant d'eau accompagnant des pluies violentes a 
25 transports l'engrais artificiel granule vers des ruisseaux et les nitrates ont 
done penetre dans les rivieres. 

Du fait des fortes doses d' engrais artificiels azotes appliquees en une 
seule fois, les plantes - surtout les plantes de jardin - ont regu une 
quantite excessive de nitrates, qui affectent negativement l'organisme 
30 biologique et causent des effets nuisibles, surtout aux nourrissons et aux 
petits enfants, car ils provoquent la methemoglobinemie dans le sang, qui 
peut etre mortelle. 

Un controle de la teneur en nitrates, surtout dans les legumes, a ete 
introduit et leur limite superieure a ete determinee. Mais il est tres difficile 
35 de faire un controle permanent de la teneur en nitrates de tous les 
legumes. 



2806420 

2 



Pour cette raison, la possibility pratique de la fixation bacterienne de 
l'azote de 1'air devient de plus en plus actuelle. L'augmentation des prix 
des engrais artificiels azotes, a la suite de l'augmentation du cout de 
l'energie, dont la production des engrais artificiels azotes est grande 
5 consommatrice, decroit ce besoin. Apres avoir decouvert la fixation 
bacterienne de l'azote de Fair, les efforts orientes vers l'utilisation de l'azote 
de Fair dans le domaine de l'agriculture se sont accentues, surtout au 
cours des dernieres annees. 

On connait la fixation de l'azote a l'aide des bacteries de la famille 

10 RMzobium qui, sur les racines de plantes comme les haricots, le soja, le 
trefle, forment des tubercules qui fixent l'azote de Tair. Mais cette fixation 
de l'azote est limitee aux plantes du domaine des papilionacees. 

On connait aussi des modes de preparation de melanges qui utilisent 
les microorganismes pour le traitement des sols. La demande de brevet 

15 russe n°2072756 mentionne par exemple la fagon de remettre en culture 
un sol endommage par 1'extraction de la houille. L'essentiel de ce precede 
consiste dans un traitement mecanique du sol et dans Tensemencement de 
grains qui ont ete inocules par des microorganismes, auxquels, 
eventuellement, si c'est necessaire, dans le cas d'un sol tres acide, on 

20 ajoute un autre microorganisme. Ce procede ne resout ni le probleme de la 
preparation du melange par une fermentation commune, ni celui du 
melange ainsi forme. 

Les articles mentionnes ci-apres, qui concernent le probleme en 
question, decrivent certains precedes d'application de microorganismes, 

25 On mentionnera, par exemple, Chemical Abstracts, Vol 124, n° 2, 
Columbus Ohio, US, n° 147 114, ou Ton presente un procede d'elimination 
biologique d'hydrocarbures du petrole sous forme d'un melange d'essence, 
de petrole et d'huiles lubrifiantes contenus dans le sol. En principe, il 
s'agit d'une regeneration des eaux souterraines et residuaires* Un autre 

30 article, publie dans Compendex Engineering Information, US, BioL Wastes 
1987, decrit une information sur Tinfluence de la fixation non symbiotique 
de l'azote par des dechets organiques, avec utilisation de microorganismes. 
Les articles mentionnes ne repondent ni a la question liee a la fagon de la 
preparation du melange des microorganismes, ni au melange produit. 

35 Un autre concept connu par le brevet HU n° 207 751 elimine 

partiellement Tapplication des engrais inorganiques azotes et phosphores, 
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mais ne repond pas a la question du retour du potassium. Un autre 
desavantage de ce melange est le fait que ses effets sont thermiquement 
limites jusqu'a une temperature de 28°C. Ce melange n'est done efficace 
que pendant une courte periode du printemps. 
5 La demande internationale de brevet WO 96/34840 decrit l'utilisation 

de nouvelles souches bacteriennes, qui fixent l'azote avec une resistance 
plus elevee contre les alcalis, et la transformation de deux bacteries dans 
le milieu contenant des additifs et microelements. Ce melange a un 
desavantage, a savoir que son utilisation est tres limitee, surtout avec les 

10 sols presentant un pH eleve. 

Le brevet US n° 4 952 229 decrit l'utilisation de certaines bacteries du 
sol et de bacteries fixant l'azote avec des additions de microelements, par 
exemple sous forme de chelate et de differents mineraux. L'objet de ce 
brevet est un additif et une methode visant a l'amelioration de la fertilite et 

15 de la qualite des plantes, appliquee au sol ou aux feuilles des plantes. 
L'additif contient des microorganismes specifiques et un acide organique, 
comme l'acide humique, l'acide fulminique et l'acide ulvinique. II est 
possible d'ajouter des oligo-elements mineraux, stabilisateurs de 
l'humidite. En principe, il s'agit d'une determination du choix des additifs 

20 et de la fagon d'appliquer les additifs sur differentes especes de plantes. Le 
brevet mentionne ne comprend pas la fagon de preparer (produire) le 
melange de microorganismes a Taide d'une fermentation commune des 
microorganismes, sans mineraux ou microelements contenant de l'azote, 
et ne mentionne pas la souche bacterienne importante Bacillus 

25 megatherium. Un inconvenient est que Tinvention demande l'utilisation 
d'un grand nombre de mineraux et de microelements. 

Resume de rinvention 

Les inconvenients mentionnes ci-dessus sont substantiellement 
30 elimines par l'invention decrite ci-apres, qui a pour but de preparer un 
melange qui fertilise le sol, Tenrichit de l'azote de 1'air et, en meme temps, 
transforme le phosphore insoluble dans le sol en phosphore soluble. 

L'invention est basee sur la decouverte impreyue de la fermentation 
commune de microorganismes, sans apport de mineraux et de 
35 microelements contenant de l'azote, ce melange etant forme dans certaines 
conditions determinees et, apres application sur le sol, assurant pour les 
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plantes la fixation de l'azote de l'air et en meme temps transformant le 
phosphore insoluble en phosphore soluble, ceci en une seule application. 
Le melange est actif jusqu'a 36-38°C, et produit ainsi ses effets pendant 
toute la periode de croissance des vegetaux. 
5 Le precede de preparation du melange destine a la fixation de l f azote 

selon l'invention reside essentiellement dans une utilisation de certaines 
especes de bacteries de la famille Azotobacter, qui sont capables de fixer 
1'azote de Tair au cours de leur multiplication dans le sol, en reprenant 
pendant leur duree de vie les formes synthetisees de l'azote dans le sol, 

10 comme les nitrates, nitrites, ammonium, acides amines, albumines ayant 
de petites molecules, qui fixent la matiere organique du sol, d'ou les 
racines les absorbent. Les matieres azotees ainsi creees ne sont pas 
eliminees par lavage du sol et ne polluent pas l'environnement. II en 
resulte l'avantage que, pendant la periode de croissance des vegetaux, 

15 l'azote approvisionne les plantes d'une fagon continue et harmonieuse. 

Les souches bacteriennes concernees sont Azotobacter croococcum 
CCM 4642 et Azospirittium brasiliense CCM 4644. Ces souches 
bacteriennes ont fait l'objet d'un depot, en application du Traite de 
Budapest, sous les references mentionnees ci-dessus, aupres de la 

20 Collection Tcheque de Microorganismes de TUniversite Masaiyk, Tvrdeho 
14, Brno, Republique Tcheque. 

Les conditions les plus favorables a la multiplication de la souche 
bacterienne Azotobacter croococcum sont entre 16°C et 30°C, tandis que la 
temperature optimale pour la souche bacterienne AzospirilHum brasiliense 

25 est de 24°C a 38°C. Le sol est inocule par ces deux especes de souches 
bacteriennes et elles sont cultivees dans le sol porte a 16°C au printemps 
et a 38°C en ete. C'est ainsi que les plantes sont harmonieusement 
approvisionnees en azote. 

Par ailleurs, en raison de l'utilisation excessive des engrais artificiels 

30 contenant du phosphore, une grande quantite de composes du phosphore 
s'est accumulee dans le sol. Ce phosphore est insoluble dans Teau et, par 
consequent, il n'est pas utilisable par des plantes qui ont besoin de 
phosphore. Le microorganisme de Tespece Bacillus megatherium CCM 
4643, qui fait Tobjet d'un depot, sous cette reference, dans la Collection 

35 mentionnee ci-dessus, est capable, dans le cadre de son metabolisme 
energetique, de transformer des composes du phosphore ayant de grandes 
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molecules, qui sont insolubles dans 1'eau, en composes du phosphore 
solubles dans Teau, et par consequent d'approvisionner le sol en composes 
du phosphore solubles et utilisables par les plantes. 

Le resultat de l'inoculation du sol par des microorganismes qui 
5 retiennent de 1'azote et, en meme temps, par des souches de 
microorganismes decomposant des composes du phosphore insolubles, est 
la metabiose, dans laquelle les fixateurs de 1'azote fournissent Fazote 
necessaire et le microorganisme Bacillus megatherium transforme des 
composes du phosphore insolubles en composes du phosphore solubles 

10 dans Teau. Les deux especes de bacteries utilisent de l'energie necessaire 
pour leur propre croissance et leur multiplication et, en meme temps, 
fournissent de 1'azote et du phosphore aux plantes. 

L'invention peut etre mise en ceuvre de la fagon suivante : la 
biomasse compacte des microorganismes Azospirillium brasiliense, 

15 Azotobacter croococcum et Bacillus megatherium, apres avoir ete diluee a 
une concentration convenable de 10 litres par hectare, est pulverisee sur le 
sol, puis le sol est laboure jusqu'a la profondeur des semailles, en meme 
temps qu'il est inocule de fagon telle qu'il soit possible d'abandonner les 
engrais artificiels contenant de 1'azote et du phosphore. 

20 Cette preparation contenant trois elements peut etre utilisee a la 

place des engrais artificiels. 

L'essentiel de l'invention reside dans la fagon de produire le melange 
des microorganismes destines a la fixation de 1'azote de Tair, et a 
1'augmentation de la solubilite du phosphore insoluble dans le sol. 

25 Selon l'invention, la souche bacterienne Azotobacter croococcum 

CCM 4642 se multiplie sur le sol nutritif, qui ne contient ni azote 
organique, ni azote inorganique, par fermentation a une temperature de 
28°C environ, pendant 22 heures, puis le ferment d'Azotobacter est inocule 
par 10% de Tinoculum de la souche bacterienne Bacillus megatherium 

30 CCM 4643 de 22 heures. Pendant 22 heures, le microorganisme de la 
famille Azotobacter produit dans le milieu de fermentation la quantite 
d'azote necessaire a la croissance du microorganisme de la famille Bacillus 
megatherium. La double fermentation continue encore pendant 22 - 24 
heures, en aerant avec 0,6 litre d'air par litre du sol nutritif, avec une 

35 agitation rotative de 120 tours/ minute et a temperature de 28 °C. Apres la 
fin de la culture, apres 44-46 heures, le pH du sol de culture est compris 
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entre 6,8 et 8,5, avec une augmentation de 4-6 milliards de cellules/ ml du 
milieu de la souche Azotobacter croococcum et de 150-200 millions de 
cellules/ml de la souche Bacillus megatherium CCM. 

En outre, selon 1'invention, la souche bacterienne AzospiriUium 
5 brasiliense CCM 4644 se multiplie sur le sol nutritif qui ne content ni 
source organique, ni source inorganique d'azote, grace a la fermentation a 
une temperature de 28°C pendant 22 heures, puis la culture multipliee du 
microorganisme AzospiriUium brasiliense et inoculee par 10% de 
Tinoculum de la souche bacterienne Bacillus megatherium CCM 4643 de 

10 22 heures et, jusqu'a cette periode, la souche bacterienne AzospiriUium 
brasiliense produit une quantite d'azote necessaire a la croissance du 
microorganisme Bacillus megatherium. La double fermentation continue 
encore pendant 22-24 heures en aerant avec 1 litre d'air par litre du milieu 
de fermentation, a 120 tours/minute et a la temperature de 28°C. Apres la 

15 fin de la fermentation, le pH du milieu de fermentation est de 6,8 - 8,5 et 
la croissance de la souche AzospiriUium brasiliense est de 4 - 6 milliards 
de cellules/ ml du milieu et celle de la souche Bacillus megatherium est de 
150 - 200 millions de cellules/ml de milieu. 

Pendant la rnise en ceuvre de 1'invention, aucun produit secondaire 

20 ne se produit. La biomasse des microorganismes peut etre utilisee en tant 
que ferment, qui ne subit pas d'autre traitement. L'eau de lavage des 
ferments peut etre versee dans les tuyaux d'evacuation, car elle enrichit 
l'eau des rivieres de differentes especes de bacteries rares. 

25 Exemples de mise en oeuvre de rinvention 

Exemple 1 

Dans un ballon, on met un melange de 200 ml de phosphate 
dihydrogene de potassium 0,3 g, de chlorure de calcium 0,2 g, de sulfate 

30 de magnesium 0,3 g, de sulfate de potassium 0,2 g, de chlorure de sodium 
0,4 g, de chlorure ferrique 0,05 g, de carbonate de calcium 5,0 g, de 
melasse 30,0 g, du sucre fermentescible 10,0 g, par 1000 ml de sol 
nutritif, et, pendant 40 minutes, le sol est sterilise a une temperature de 
125°C, puis on ajoute 1 ml de solution d'oligo-elements : acide borique 

35 5,0 g, molybdate d'ammonium 6,0 g, iodure de potassium 0,5 g, bromure 
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de sodium 0,5 g, sulfate de zinc 0,3 g, sulfate d'aluminium 0,3 g, par 
1000 ml de sol nutritif. 

Au contenu de l'ampoule lyophilisee de deux souches bacteriennes 
Azotobacter croococcum et Azospirillium Brasitiense il faut ajouter 5 ml 
5 d'eau sterilisee et on obtient une suspension. Les deux ballons sont 
inocules par 1,0 ml de suspension. Les ballons inocules sont mis sur une 
installation d'agitation horizontale et sont cultives a une temperature de 
28°C, a 160 tours/minute, pendant 48-72 heures, jusqu'a une croissance 
suffisante de la biomasse. Cest ainsi que l'inoculum de base est prepare. 

10 Puis, 400 ml de sol nutritif de composition mentionnee ci-dessus 

sont mis dans le ballon et 3-4 ml d'inoculum de base sont inocules et 
cultives sur Installation d'agitation horizontale, a la temperature de 28°C, 
pendant 48 heures. Cest ainsi que l'inoculum de preparation est obtenu. 
Ensuite, 1000 litres de sol nutritif sont sterilises a une temperature 

15 de 125 °C pendant 40 minutes. Apres refroidissement, l'inoculation est 
faite par 1,6 1 de l'inoculum de preparation. Le sol inocule fermente 
pendant 22 heures a la temperature de 28°C, en aerant avec 0,6 litre d'air 
par litre de milieu de fermentation, a 120 tours/minute. Cest ainsi que 
l'inoculum de travail de consistance convenable est obtenu de deux 

20 especes de microorganismes. Pour limiter la production de la mousse, il 
faut ajouter 0,2 - 1,0 1/m 3 de produit d'ecumage. La valeur du pH du sol 
nutritif est de 6,8 - 7,0. 

Exemple 2 

25 

Dans un ballon, on met un melange de 200 ml de phosphate 
dihydrogene de potassium 0,3 g, de melasse 30,0 g, de coorn-steep 0,5 g, 
de peptone 0,3 g, de carbonate de calcium 5,0 et on sterilise a la 
temperature de 125°C pendant 40 minutes. 

30 Dans le contenu de l'ampoule lyophilisee de la souche bacterienne 

Bacillus megatherium, on ajoute 5 ml d'eau sterile pour chaque ampoule 
et, ainsi, une suspension se forme, puis les deux ballons sont inocules 
avec 1,0 ml de suspension. Les ballons inocules sont mis sur Installation 
d'agitation horizontale et sont cultives a la temperature 28°C, pendant 48 

35 heures, a 160 tours/minute. 



2806420 

8 



Ensuite, 400 ml de sol nutritif sont mis dans le ballon et 1-2 ml 
d'inoculum de base sont inocules et melanges sur l'installation d'agitation 
horizontale, a la temperature de 28°C, pendant 24-48 heures et, a l'aide 
d'un microscope, 1'etat de vegetation de la culture et la formation des 
5 spores sont controles. C'est ainsi que rinoculum de preparation est 
obtenu. 

Puis, 1000 litres de sol nutritif sont sterilises a la temperature de 
125°C pendant 40 minutes. Apres refroidissement, 1'inoculation est faite 
par 3 morceaux d'inoculum de preparation de volume de 400 ml. Le sol 

10 inocule fermente pendant 22 heures a la temperature de 28°C, en aerant 
avec 0,6 litre d'air par litre de sol nutritif, a 120 tours/minute. Pour limiter 
la production de la mousse il faut ajouter 0,2 - 1,0 1/m 3 de produit 
d'ecumage. La croissance de la culture est suivie a l'aide d'un microscope, 
de maniere que la croissance se developpe jusqu'a l'etat de vegetation, 

15 sans formation de spores. La valeur du pH du sol nutritif est de 6,8 - 7,0. 

Exemple 3 

Dans deux fermenteurs ayant un contenu total de 10-12 m 3 , de 

20 volume utile de 5,0 - 6,0 m 3 , une masse de 4,5 et 4,5 m 3 du sol nutritif 
sans contenu d'azote decrit a l'Exemple 1 est sterilisee et est inoculee par 
10 % d'inoculum de travail contenant la souche bacterienne Azotobacter 
croococcum selon l'Exemple 2. Puis elle est cultivee a la temperature de 
28°C pendant 22 heures, en assurant Taeration simultanee avec 0,6 litre 

25 d'air par litre de sol nutritif, a 120 tours/minute. Puis, le sol fermente est 
inocule par 10% de la culture du miaroorganisme Bacillus megatherium 
selon l'Exemple 2 et la double fermentation continue encore pendant 22- 
24 heures. Apres fermentation de 44-46 heures, le pH du sol nutritif est de 
7,7 - 8,5 et la souche bacterienne Azotobacter croococcum atteint une 

30 croissance de 4-8 milliards de cellule/ ml du milieu. 

Dans deux fermenteurs de volume utile de 5,5 - 6,0 m 3 , on met 4,5 
et 4,5 m 3 du sol nutritif sans azote decrit dans l'Exemple 1, la masse est 
inoculee par 10% d'inoculum de travail ayant la teneur de la souche 
bacterienne AzospiriUium brasiliense selon l'Exemple 1. La culture dure 

35 22 heures, a une temperature de 28°C, en assurant l'aeration avec 0,6 litre 
d'air par litre de sol nutritif, a 120 tours/minute. Apres la fin de la 
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fermentation, le pH du milieu de fermentation est de 7,5 - 8,5 et la souche 
AzospiriUium brasiliense a atteint une croissance de 4,6 milliards de 
cellules/ml de milieu et la souche Bacillus megatherium atteint 
150-200 millions de cellules/ml de milieu. 
5 Puis, en melangeant les deux types de ferments et en les 

homogeneisant, on obtient le produit defini compose de trois elements : 
Azotobacter croococcum a 2-4 milliards de cellules/ ml, AzospiriUium 
brasiliense a 2-4 milliards de cellules/ml, Bacillus megatherium a 
300 - 400 millions de cellules/ml de milieu, et la biomasse multipliee 
10 comprend au total de 4,1 milliard de cellules/ml jusqu'a 8,2 milliards de 
cellules/ml de milieu nutritif, avec un pH de 7,5 - 8,5. 

Utilisation dans l'industrie 

15 Un melange de microorganismes destine a la fixation de l'azote de 

Fair, a l'augmentation de la solubilite des composes de phosphore dans 
l'eau, est prepare d'apres le precede decrit ci-dessus et ce melange est 
utilisable dans l'agriculture. 
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REVENDICATIONS 
1. Precede de preparation d'un melange de microorganismes 
destine a la fixation de l'azote d'air, et a 1'augmentation de la solubilite 
de composes du phosphore, caracterise en ce que, par la fermentation 
commune de deux souches de microorganismes au moins dans un sol 
nutritif sans azote et contenant des composes du phosphore, on fait se 
multiplier les souches bacteriennes Azotobacter croococcum CCM 4642 
et Azospirillium brasittense CCM 4644 pendant environ 22 heures, a 
une temperature d'environ 28°C, puis la souche bacterienne Bacillus 
megatherium CCM 4643 est ajoutee et elles fermentent ensemble 
pendant environ 44-46 heures a une temperature d'environ 28°C, avec 
une aeration d'environ 0,6 litre d'air par litre de sol nutritif. 

2. Melange de microorganismes destine a la fixation de l'azote 
d'air et a l'augmentation de la solubilite des composes de phosphore, 
caracterise en ce qu'il se compose de deux souches de microorganismes, 
Azotobacter croococcum CCM 4642, a 2 - 4 milliards de cellules/ml et 
Azospirillium brasittense CCM 4644, a 2 - 4 milliards de cellules/ml 
dans un sol nutritif sans azote, contenant des composes du phosphore, 
et de souches Bacillus megatherium CCM 4643, a 300 - 400 millions de 
cellules/ml, la biomasse multipliee comprenant au total 4,25 a 
8,4 milliards de cellules/ml du milieu nutritif, avec un pH de 7,5 a 8,5 



